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論 文 内-容 要 旨
Trypanosoma(T.)cruziはChagas病,ま たはTrypanosomiasisと 呼ばれる感染病の原因とな
る原生動物である。Chagas病 は中南米に発生 し,1982年 のBrenerの データによれば,す でに約
200万人が罹患 しておりまだ増加傾向にあると言 う。
T.cruziに はmetacyclictrypomastigote,epimastigote,amastigote及 びbloodstreamtry-
pomastigote型 と呼ばれる4種 の変態型があり,吸 血昆虫,七ria七〇mineと哺乳動物 との2種 類 の
宿主を経由 した生活史を有す る。
通常,T.cruzi感 染 は媒介昆虫七riatomineに よりヒトか らヒトまたは動物か らヒトへ と循環 し
ていて,従 来は農村部で多 くみ られたが,最 近Chagas病 の流行地方でない地域にも発生する。こ
れは先天性(親 から子へ)の 感染や輸血などによる伝染が原因である。
急性Chagas病 では心筋障害を伴 う傾向がみられるが骨格筋,平 滑筋,神 経細胞,線 維芽細胞な
どにもT.cruziに よる病巣炎症が認められる。寄生虫感染が進行 し,炎 症の結果,心 筋収縮線維
組織 と組織伝導が壊死,急 性心筋梗塞症,心 筋閉塞または心臓機能不全が起こる。急性Chagas病
の死亡率は10%以 下だが子どもに多 く髄膜脳炎,心 臓機能不全,気 管支肺炎などで死亡す る例が
多い。ほとん どの場合は慢性Chagas病 で,感 染後10～15年 後 ぐらいか ら病状が現れ る。慢性
Chagas病 は心臓,胃 腸の障害が特徴で,心 不全症,心 臓肥大,食 道,結 腸の肥大が起 こり蠕動減
少が起 こる。また宿主細胞の障害は通常,寄 生虫不在細胞に起こるため,そ の原因 についてはさ
まざ まな提唱があり,今 までの報告では寄生虫の侵害により自己免疫疾患が進行 し,こ れによ り
宿主の心筋 副交感神経,腸 壁神経,そ の他の神経系に障害を与える事が しられている。現在 の
化学療法では,急 性感染状態を抑える事は可能だが,細 胞内に寄生 するT.cruziに 到達する薬剤
がないので大 きな社会問題 となっている。
Chagas病 に対 して化学療法がほとんど無効であることより,同 疾病 に対す る免疫療法への期
待 も大 きい。Chagas病 患者の血清やT.cruzi感 染動物の血清中にT.cruziに 対する抗体が見いだ
され ることからも分かるように,感 染された ヒトやマウスにとって,T.cruziは ウイルスやバ ク
テ リア同様 「異物」であり,宿 主の免疫系により認識されることも疑いない。この点,特 異抗原
の存在さえ,い まだ確証のない癌細胞に対する免疫療法と比較 した場合,見 通 しは明るいとも考
えられる。 しか しなが ら,T.cruziの 抗原性に関す る情報が きわめて乏 しい現在,特 異的免疫
療法によるT.cruziの 破壊,Chagas病 の治療は望 むべ くもない。 そこで本研究において著者 は
T.cruziに 対 しモノクローナル抗体(MoAb)を 作成 し,そ の反応特異性を明らかにす ると共に,
対応抗原の生化学性状を検討 した。また,T.cruziを 感染動物や培養 フラスコから大量に得るこ
とが困難であるため,小 数のT.cruziで 多 くの検体 「ハイ ブリドーマ培養上清やChagas病 患者
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血清」を調べるアッセィシステムが必要 となる。そこで,微 量サ ンプルを対象とした蛍光抗体法
「micr。testplateimmunofluσrescenceassay」 の確立を試みた。一方,必 ずしも抗原特異的 な
生体反応には限定 されないが,寄 生虫感染により宿主の免疫能が変動 「多 くの場合は抑制」す る
現象が知 られている。著者はT.cruzi感 染マウスで特徴的に観察 される免疫反応,特 にサイ トカ
イン産生能及び免疫担当細胞サブセットの変動に注目した解析も行 った。
1)抗T,cruzi抗 体の検出を目的としたミクロプレー ト蛍光抗体法の確立
Chagas病 患者血清中の抗T.cruzi抗 体を検出するために,従 来のスライ ドグラス法では1×
106個 の寄生虫 と100μ1の血清が必要であった。そこで,ミ クロプ レー ト上に寄生虫を固定 した
蛍光抗体法について検討 した結果,5×103個 のT;・、cruziと10μ1の血清で抗T.cruzi抗 体 を検出
し得ることが確認された。本法はスライ ドグラス法や酵素抗体法に匹敵する検出感度を有するこ
とも,検 体の希釈実験により示された。さらに,T.cruziを 固定 したミクロプ レー トは一80℃ に
保存することにより,少 なくとも三ケ見はその抗原生を消失することなく保存できる点で も有用
な方法と考えられた。
2)T.cruzi関 連 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 の作 成 及 び 対 応 抗 原 の 解 析
哺 乳 動 物 の細 胞,た とえ ば ヒ トや マ ウス の癌 細 胞 等 に比 べ,T.cruzi関 連 抗 原 の 解 析 は充 分 と
は いえ な い。 そ こで著 者 は,T.cruziのepimastigoteform「 媒 介 昆 虫 に寄 生 す る型 」 を 免 疫 原
と し,モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 の作 成 を 行 った 。T,cruzi免 疫 マ ウ スの 脾 細 胞 と マ ウ ス ミエ ロ ー マ 細
胞 とを,定 法 に よ りポ リエチ レッグ リコー ル を用 い細 胞 融 合 し,出 現 した ハ イ ブ リ ドー マ の培 養
上 清 中 の抗 体 活 性 を,上 記 の ミク ロプ レー ト蛍 光 抗 体 法 たて 調 べ た 。T.cruziと 特 徴 的 な 反 応 性
を 示 す もの を9種 選び,ハ イ ブ リ ドーマ を 限界 希 釈 法 にて ク ロ ー ン化 し,産 生 抗体 をACE-1～
ACE-9と した 。 これ ら9種 のMoAbとT。cruziの 各 変 態 型 「trypomastigote,epimas七igote
及 びamas七igote」 及 びT.cruzi以 外 の寄 生 虫 との 反 応 特 異 性 を 検 索 した 結 果,9種 のMoAbは
『(a)免 疫 原 に用 いたT.cruzistrain(Tulahuen)のepimastigoteに 特 異 的,(b)他 のstrainと
も反 応 す るがT.cruzi種 に 特 異 的,及 び(c)他 種 の 寄 生 虫 と も反 応 』 に 分 類 さ れ た 。 次 に
MoAb認 識 抗 原 の生 化 学 的 性 状 にっ いて 検 討 した。 そ の結 果,ACE-8は 分 子量4万3千 及 び5
万8千,ACE-9は 分 子量4万3千 及 び6万2千 の タ ンパ ク抗 原 を 認 識 す る こ とが,T.cruzi膜
画 分 を 抗 原 材料 と したWesternblotting法 に て明 らか とな っ た。 さ らに,T.cruzi関 連 糖 脂 質 に
対 す るMoAbの 報 告 はさ れ て い な い が,ACE-1,一4,一5,一7及 び 一9はT.cruziよ り抽
出 した 糖 脂 質 と反応 す る こと も確 認 さ れ た。 今 回 作 成 したMoAbはT.cruzi属 寄 生 虫 の分 類 に有
用 で あ る ほか,感 染 動 物 細 胞 中 のT.cruzi(amastigo七e)の 定 量 に も応 用 可 能 と思 わ れ る。
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3)マ ウス急性T.cruzi感 染 における血清中CSF増 加と単核細胞のCSF応 答促進
T.cruzi感 染病は宿主免疫系を障害 し,細 胞性または液性の免疫応答低下を誘起する。免疫抑
制は抑制性T細 胞,ま たは抑制性マクロファージの増加によることはすでに報告 されているが,
詳細な機構はまだ明 らかではない。本研究では,新 知見 として,T.cruzi感 染動物においては異
常なCFS産 生が起 こること,お よびCSFに 応答 し得 るMac-2陽 性の大型で未熟細胞が感染動物
中で増加する事実が見い出された。T.cruzi感 染マウスのCSF産 生 は,感 染2日 後で最大 となり,
以後は減少傾向を示 した。T.cruzi感 染マウス血清中のCFS活 性 はPharmaciaのFPLCsuperose
12ゲルろ過により分子量4万2千 ～5万 の画分に認められたが,抗GM-CSF抗 体 を添加す るこ
とによりその活性 は50%抑 制 された。T.cruzi感 染8日 目のマウス脾臓細胞数 は約4倍 に増加し,
L-929細 胞の培養上清(M-CSFを 含む ことが知 られている)や 組変え型 マウスGM-CSF同 様,
【Lcruzi感 染マウス血清に高い応答性を示 した。また感染マウスのT細 胞サブセットにっいては
フローサイ トメ トリーにて調べた結果L3T4抗 原陽性細胞(ヘ ルパーT細 胞 のマーカー)が 若
干減少 しLyt2抗 原陽性細胞(サ プレッサーT細 胞のマーカー)及 びIL-2レ セプター陽性細胞
(活性化 された リンパ球のマーカー)は 増加 していた。T.cruzi感 染マウスで さらに特徴的だっ
たのはMac-2抗 原陽性細胞が異常に増加 し,大 型で穎粒を持 った細胞が感染4日 以後増殖す る
ことであった。また感染マウス脾細胞をナイロンウールカラム通過後,抗Thy1.2抗 体(T細 胞
と反応)と 補体で処理,Mac-2抗 原陽性細胞を濃縮 し,正 常マウス脾細胞 に添加す ることによ
りConA反 応の著名な抑制が認あられた。これまで,T.cruzi感 染マウスにおいては,ヘ ルパー
T細 胞の減少やサプレッサーT細 胞及 びマクロファージが免疫抑制の原因であると考えられてき
た。それらの要因に加え,本 研究 によ りT.cruzi感 染による生体内でのCSF様 因子(お そらく
GM-CSF)の 異常産生,及 びそれに反応 して増加する細胞群(Mac-2抗 原陽性細胞)に よる免
疫抑制作用 もT.cruzi急 性感染マウス1こおける免疫異常の原因となることが明 らかとなった。
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審 査 結 果 の 要 旨
TrッραπOZO㎜Crα 蕊(ヱcrαg`)は 南米諸国に多発するシャーガス病の原因寄生虫である。現
在,シ ャーガス病に対する適切な治療法のないことか ら,そ の病原寄生虫の感染の早期診断並 び
に治療法の開発が切望されている。高須嬢は母国ブラジルから本学に留学 して以来,一 貫 して免
疫学的方法による新 しいシャーガス病の診断法と治療法の開発研究を行なってきた。
免疫的診断法としては寄生虫を抗原 として患者血清中の抗体を蛍光抗体法または酵素抗体法に
より検出する方法が用いられているが,従 来の方法では使用する検体の量 も多 く,ま た,一 度 に
処理 しうる検体数 もす くないなどの弱点があった。そこで,72個 のwellを 有す るTerasakiミ クロ
テス トプレー トを用いる方法を考案 した。この方法により従来法の1/5～1/10量 の抗原寄生虫
及び抗体により従来法と同じ感度でのアッセイが可能となり,さ らに,自 動蛍光顕微測光装置の
利用により検体の蛍光 の定量 も行なうことができるようになった。
次に,Zcr戯 の検出並びに治療を目的として,Zc瓶 繍 こ対するモノクローナル抗体を作成
した。Zcrαz`で 免疫 したマウスの脾臓細胞 とミエローマとの融合によりえたハイブリドーマを
クローン化 しそれぞれ対応抗原の異なる9種 のモノクローナル抗体を作成 した。こμら抗体 は抗
原特異性検索の結果,免 疫に用いたepimastigo七es型 のτoπ 鷹 にのみ反応す るもの,他 の型 の
ヱor鵬 ∫にも交叉反応するもの,及 び他の系 のTrypanosOmaに も反応す る抗体に分類 された。
さらにこれら抗体の認識する抗原分子 も明 らかにされた。以上の結果,こ れ らの抗体がヱcr戯
及び関連寄生虫の診断に有用であることが示された。
これまで,τcr面 感染により宿主の免疫が著 しく低下することが知 られていたが,そ の原因
は必ず しも明らかではなかった。そこで,Zcr戯 急性感染マウスを用いて免疫低下の原因を細
胞 レベル並びにサイ トカインレベルで精査 した。その結果,皿crμg憾 染により大型の リンパ系
細胞(プ ロミエロサイ ト)が 著 しく増加すること,こ の細胞の増殖を促す血清因子(CSF)が 増
量すること,ま たこの細胞はリンパ球の増殖を抑制すること,な どが明らかとなった。以上の結
果によりヱcr面 感染による宿主の免疫低下は感染によりCSFの 産生が増大 し,そ の刺激 で免疫
抑制に働 くリンパ系細胞が増殖,増 加することが一つの原因であることが示唆された。
以上の研究 は皿cπ 鷹感染により起 こるシャーガス病の診断並びに治療に大 きく貢献するもの
であり,本 論文は博士論文 として評価できる6.
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